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“Feliz aquele que se entrega as
palavras do Senhor;

Aquele que as guarda no coracao
serd sempre sabio,

Pois, se as cumprir, serd capaz de
todas as coisas,

porque a luz de Deus guiara seus
passos.”

(Eclesiastico 50, 30-31)
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RESUMO

A Interleucina-4 (IL-4) desempenha um importante papel neuroprotetor no sistema
nervoso central. O objetivo deste trabalho foi investigar as vias de sinalizagdo
ativadas pela IL-4 no aumento da sobrevida das células ganglionares da retina
(CGR), bem como analisar o envolvimento de neurotrofinas e o papel de células
gliais nesse efeito. Nossos resultados demonstraram que o soro fetal bovino
presente em nossas culturas ndo influencia o aumento de sobrevida das CGR
mediado pelo tratamento com IL-4 por 48h e que o tratamento com IL-4 por 24
horas nao ¢ suficiente para induzir esse efeito. Ao utilizarmos um bloqueador de
canais de calcio voltagem dependente do tipo L (nifedipina, SuM) e um inibidor de
receptores Trk (K252a, 50nM) observamos um bloqueio do efeito da IL-4, ao
contrario do observado com o inibidor de Src (PP1, 1:M). No tratamento com
subdoses de IL-4 e BDNF houve uma soma de seus efeitos, sugerindo que esses
fatores compartilhem uma mesma via de sinaliza¢do intracelular. O quelante de
calcio intracelular (BAPTA, 20uM) e o inibidor de liberacdo vesicular de
polipeptideos (BFA, 30ng/mL), por sua vez, ndo bloquearam o aumento de
sobrevida induzido pelo BDNF, mostrando que essa neurotrofina encontra-se numa
etapa posterior da via de sinalizagdo. Nossos resultados mostraram ainda um
aumento na sobrevida das CGR plaqueadas sobre monocamadas gliais estimuladas
previamente com IL-4, efeito bloqueado pela BFA e pelo K252a. Esses dados
sugerem que a acao da IL-4 sobre seus receptores nas células de Miiller possa estar
induzindo uma liberagdo de moléculas de agdo autocrina e/ou a expressao de
receptores nestas células. As células gliais modificadas, por sua vez, estariam
liberando moléculas troficas e/ou de adesdo capazes de aumentar a sobrevida das
CGR.
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ABSTRACT

Interleukin-4 (IL-4) plays an important neuroprotective role in the central nervous
system. The aim of this work was to investigate the signaling pathways involved in
the effect of IL-4 on retinal ganglion cell survival (RGC). We also analyzed either
the involvement of neurotrophin or glial cells on this effect. Our results clearly
show that 5U/mL IL-4 increased RGC survival even when fetal bovine serum was
not present in our cultures. Treatment with IL-4 for 24 hours did not enhance cell
survival after 48 hours. The inhibitors of L type Ca*" channels (5uM nifedipine) and
the Trk receptor (50nM K252a) completely blocked the effect of IL-4 whereas the
Src inhibitor (1:M PP1) was not able to block the IL-4 effect. Subdoses of IL-4 and
BDNF were able to induce an increase in RGC survival suggesting that these
factors share the same signaling pathway. An intracellular Ca’" chelator (20 pM
BAPTA) and an inhibitor of polypeptide release (30ng/mL Brefeldin A) were not
able to block the BDNF effect on RGC survival. These results indicate that BDNF
1s downstream in the signaling pathway. The data presented also demonstrated an
increase in RGC survival when cells were placed on glial cells monolayers
previously treated with IL-4 (5U/mL). This effect was blocked by Brefeldin A
(30ng/mL) and K252a (50nM). Our results indicate that treatment of glial cells with
IL-4 induce an increase in retinal ganglion cells survival. The effect of IL-4 on glial
cells, involves the release of polypeptides or receptor expression and activation of
Trk receptors. In conclusion, IL-4 may play an important role during the
development of the nervous system controlling the survival of neuronal cells. An
effect mediated by glial cells.
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1. INTRODUCAO

1.1- Células gliais e suas interacdes com 0s neurdnios

Durante décadas neurocientistas acreditaram que os neurdnios fossem os tinicos
responsaveis por toda a comunicacao no sistema nervoso mesmo sendo as células gliais
muito mais numerosas (existe um neurdnio para nove células gliais). A tnica fungdo
atribuida a essas células era de suporte estrutural para as células nervosas. No entanto,
com o advento de novas técnicas e com a mudanga do enfoque experimental, mostrou-
se que as células gliais sdo capazes de se comunicar entre si € com 0s neuronios, sendo

determinantes para a homeostasia do sistema nervoso (Fields, 2004).

A interagdo morfofuncional entre neurdnio e glia foi primeiramente proposta em
1960 por Hyden (Hyden, 1960). Ultimamente, um grande numero de resultados
experimentais demonstram que células gliais interagem com neuronios de maneira
mais complexa promovendo tanto suporte tréfico, como metabolico e estrutural. Tal € a
importancia destas células e destas interagdes que hoje em dia os estudos sobre as

interagdes neurdnio-glia fazem parte dos modernos livros de neurobiologia.
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Os principais tipos celulares que constituem a populacdo glial no SNC
(astrdcitos, oligodendrocitos e microglia) encontram-se intimamente relacionados com
os neurdnios tanto durante o desenvolvimento do sistema nervoso, contribuindo para a
formagdo estrutural de diversas areas (Kettenmann e Ransom, 1995), como na fase
adulta, mantendo a homeostase do sistema nervoso maduro (Banker, 1980). A figura

abaixo (Figura 1) ilustra os principais tipos de células gliais presentes no SNC.

Figura 1- Principais tipos celulares que constituem a populagdo glial no SNC: astrocitos,

oligodendroécitos e microglia. Retirado de: www.cnsfoundation.org. Acessado em: 05/2006.

A inter-relagdo célula-célula ocorre através do espaco extracelular do SNC,
permitindo a difusdo de ions, de neurotransmissores e de outras substancias

neuroativas, constituindo-se assim em um importante canal de comunicagao. Esse tipo
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de interagao participa em fendomenos de plasticidade, medeia a sensibilidade a dor, esta
envolvida no processo de formagdao de memoria, faz parte dos mecanismos fisioldgicos

do sono, entre outros (Sykova, 1997).

Estudos recentes tém demonstrado que a glia desempenha um papel vital na
atividade, no desenvolvimento ¢ na plasticidade neuronal, além de mediar sobrevida,
maturagao e recuperacao dos neurdnios apos injuria. Células gliais secretam fatores de
crescimento, componentes de matriz extracelular e outros fatores troficos que medeiam
a sobrevida de longo e curto prazo, assim como o crescimento e a retracao de conexoes
sinapticas (Auld e Robitaille, 2003, para revisdo). Além disso, expressam uma gama
variada de canais 10nicos, de receptores para neurotransmissores e de transportadores
que juntos as tornam capazes de responder a uma série de sinais ¢ modular respostas

neuronais (Villegas et al., 2003).

Células gliais liberam neurotransmissores (como ATP e glutamato),
principalmente por exocitose dependente de cdlcio; comunicam-se com neurdnios e
entre si através de jungdes comunicantes, produzem e liberam uma série de substancias
neuroativas, em condigdes fisiologicas e funcionais (Pasti et al., 1997). Com isso, este
tipo celular ao localizar-se em regides perisindpticas, no SNC e SNP, em vertebrados e
invertebrados, podem modular a eficicia e a plasticidade sinéaptica. Pelo sistema de

comunicacdo neuro-glial, a conducdo de informac¢des nos neurdnios pode ser
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influenciada por células gliais em resposta a atividade sindptica local (modulacao
reciproca) ou a atividade no sincicio glial (modulacao introduzida extrinsecamente).
Em ambos os casos, as sinapses apresentam papel importante na neuromodulagao

(Auld e Robitaille, 2003).

Provavelmente uma das descobertas mais interessantes relacionadas as funcoes
gliais consiste no seu papel na geragdo de novas células neuronais no cérebro maduro.
Atualmente, existem varias evidéncias de que células-tronco neuronais persistem na
fase adulta e que estas células além de darem suporte a neurogénese, apresentam
caracteristicas de glia. Portanto, alguns tipos de células gliais podem constituir células-

tronco neuronais enquanto outros tipos sdo capazes de regular a neurogénese (Villegas

et al., 2003).

Algumas células gliais destacam-se por fazer parte da barreira hematoencefilica,
participando do controle das trocas entre vasos sangiiineos ¢ neurdnios. Elas
contribuem para o suprimento de energia pela translocagdo de substratos
metabodlico/energéticos da circulagdo para o sincicio glial, para que sejam convertidos

em lactato e transferidos para os neurdnios (Hertz et al., 1996).

O processo de mielinizagdo no SNC, por sua vez, parece ser regulado tanto por

um programa intrinseco de producido de componentes da mielina nos oligodendrocitos
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como pela atividade neuronal (Stevens et al., 2002). Na auséncia da glia (ilustrada na
figura 2), a transferéncia de mensagens se torna ineficiente enquanto na sua presenca as
conexoes raramente falham e as células nervosas se tornam capazes de transmitir sinais

com maior freqiiéncia e intensidade (Villegas et al., 2003).

Figura 2— Cé¢lulas gliais (vermelho). Retirado de Scientific American — O lado esquecido

do cérebro, Ano 2, n°24, maio de 2004.

1.2- A retina

A retina ¢ um tecido delgado e translucido, extremamente organizado, que faz
parte do sistema nervoso central (Dowling, 1991). Sua localizagdo periférica

privilegiada, permite facil obten¢do, livre de tecido conjuntivo adjacente e de outras
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populagdes neuronais e gliais. Esta caracteristica, aliada ao fato de possuir um niimero
limitado de tipos celulares e apresentar diferentes circuitos de neurotransmissores,
torna a retina um excelente modelo experimental para o estudo do desenvolvimento,
diferenciacdo e manutencdo de células do tecido nervoso central in vitro e in vivo
(Dowling, 1991). Além disso, a relacdo entre a retina e seus alvos centrais de proje¢ao
estd amplamente documentada, tanto em animais adultos quanto durante o

desenvolvimento (Carter et al., 1991).

A retina madura apresenta organizacdo em multiplas camadas de corpos
celulares (camadas nucleares) e de processos sinapticos (camadas plexiformes). No
tecido adulto, as células podem ser identificadas por sua posicdo, estrutura,
propriedades bioquimicas e fun¢do (Farber e Adler, 1986). Em vertebrados, estas

camadas encontram-se dispostas anatomo-histologicamente da seguinte forma:

a) Camada nuclear externa (CNE) — encontram-se os corpos celulares dos
fotorreceptores. Os segmentos externos dessas células contém os elementos de
transdugao da retina (Faber e Adler, 1986 para revisao). Os fotorreceptores dividem-se
em cones, responsaveis pela sensibilidade a luz intensa e pela visdo a cores, e

bastonetes, responsaveis pela adaptacdo da visao ao claro-escuro.

b) Camada plexiforme externa (CPE) — os prolongamentos dos fotorreceptores, células

bipolares e horizontais fazem conexdes entre si;
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c) Camada nuclear interna (CNI) — encontram-se os corpos celulares das células

bipolares, amdacrinas, horizontais e de cé¢lulas ganglionares deslocadas;

d) Camada plexiforme interna (CPI) — ocorrem sinapses entre os prolongamentos de

células bipolares, amacrinas e ganglionares;

e) Camada de células ganglionares (CCG) — encontram-se os corpos celulares de

células ganglionares e amdacrinas deslocadas (Cepko e Dyer, 2001).

Através dos axonios das células ganglionares, a retina envia sinais para os
coliculos superiores, tectum 6ptico, nticleos do pré-tectum e nucleo geniculado lateral

(von Bartheld, 1998 para revisdo).

O tipo glial predominante na retina sdao as células de Miiller, cujos
prolongamentos se estendem verticalmente por todas as camadas retinianas e seus
corpos celulares localizam-se preferencialmente na CNI (Kolb, 1994; Wissle e Boycot,

1991 para revisao).

As células de Miiller exercem diversas funcdes desempenhadas pelos
oligodendroécitos e astrocitos em outras regioes do sistema nervoso central. Expressam
numerosos canais voltagem-dependentes e receptores para neurotransmissores, sendo

capazes de reconhecer uma variedade de sinais neuronais levando a despolarizacdo
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celular e gerando ondas intracelulares de Ca®". Dessa forma, modulam a atividade
neuronal, regulando as concentracdes extracelulares de substincias neuroativas,
incluindo K', H', glutamato ¢ GABA. A comunicacdo entre as células de Miiller e
neurdnios retinianos indica que essas células glias desempenham um papel ativo na

fun¢ado da retina (Newman e Reichenbach, 1996).

A génese das células retinianas ¢ controlada por fatores mitdticos e a
diferenciagdo por outros fatores, ambos presentes no tecido. Os estudos da neurogénese
da retina de ratos demonstram que as células ganglionares sdo sempre as primeiras a
serem geradas, entre E14 ¢ E20, ou seja, entre o 14° e o 20° dia embrionario (Reese e
Colello, 1992). As células de Miiller, por sua vez, tém um periodo de génese

compreendido entre E20 e P13, 20° dia embrionario e 13° dia pds-natal (Cepko, 1993).

A retina de ratos no dia pos-natal 0 (PO) ainda ¢ bastante imatura, sendo
principalmente formada por retinoblastos. Apenas as células amécrinas e as células
ganglionares ja se encontram fora do ciclo mitotico e localizadas em suas respectivas
camadas durante esse periodo (Cepko, 1993). A seguir, encontra-se representado um

esquema da estrutura retiniana imatura e na fase adulta.
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Desenvolvimento Adulto

Figura 3 — Representacdo estrutural da retina no dia do nascimento e na fase adulta. A figura
do desenvolvimento mostra a camada de células ganglionares da retina (verde) e a presenca de
cé¢lulas amacrinas diferenciadas deslocadas nessa camada (vermelhas e roxas), o restante
representa a camada neuroblastica de células ainda em diferenciacdo. Na retina adulta
podemos observar todas as camadas ja diferenciadas, sendo: camada nuclear externa (CNE),
camada plexiforme externa (CPE), camada nuclear interna (CNI), camada plexiforme interna
(CPI) e camada de células ganglionares da retina (CGR). Em amarelo estd representada a

célula de Miiller. Adaptado de Sholl-Franco, 2001.

No periodo pos-natal, as células ganglionares se encontram em processo de
morte celular natural. Na retina de ratos, este periodo degenerativo ocorre de PO a P10
sendo que nos primeiros cinco dias a degeneragdo apresenta-se mais acentuada.
Aproximadamente 50% das células ganglionares inicialmente geradas morrem em

decorréncia deste fendmeno regressivo (Linden e Perry, 1982).
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Quando axotomizadas, aproximadamente 80% das células ganglionares de ratos
neonatos morrem por apoptose nas primeiras 24h (Rabacchi et al., 1994). Varios
experimentos in vitro corroboram a hipétese do efeito dos fatores troficos no controle

da sobrevida das células ganglionares (Armson et al., 1987).

1.3- Morte Celular Natural

O desenvolvimento de um organismo pluricelular ¢ caracterizado por diferentes
etapas que irdo permitir a funcionalidade e a interacdo dos diferentes sistemas que o
compdoem. Uma série de eventos que obedecem a uma seqiiéncia ordenada sao
necessarios para a sobrevivéncia celular. Da mesma forma, as etapas que constituem o
desenvolvimento do sistema nervoso apresentam uma seqiiéncia temporal de eventos
progressivos e regressivos que asseguram sua perfeita funcionalidade. Para que ocorra
a estabilidade e a sobrevivéncia de uma populacdo neuronal é necessario haver uma
integragdo dessa populacdo com os diferentes tipos celulares que compdem este

determinado sistema (Pereira e Araujo, 2000).

Dentre os diversos fendmenos que ocorrem durante o desenvolvimento do
sistema nervoso, a morte celular natural foi extensamente estudada durante a década de
70 e o inicio dos anos 80 (Cowan, 1979; Oppenheim, 1981; Hamburger e Oppenheim,

1982). No sistema nervoso, a pesquisa € o interesse em torno deste evento tém sido
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cada vez maiores, uma vez que estd diretamente relacionado a fendmenos
degenerativos que ocorrem durante o seu desenvolvimento e a doencas
neurodegenerativas como Parkinson ¢ Alzheimer (Oslon et al., 1994; Cowburn et al.,

1996; Knusel e Gao, 1996; Mattson e Furukawa, 1996).

A morte celular natural ¢, na verdade, um mecanismo fisiolégico usado por
organismos multicelulares tanto durante a morfogénese, para controlar o nimero de
células presentes em um tecido, como durante a vida adulta, participando de uma
estratégia defensiva para a remocdo de células infectadas, danificadas ou mutantes

(Vaux e Korsmeyer, 1999).

Pelo menos 3 modos diferentes de morte celular natural podem ser adotadas por
neurdnios em desenvolvimento: apoptotica, autofagica e citoplasmatica. Os trés tipos
representam a perda de células individuais em tempo especifico, sem acarretar resposta
inflamatoria, o que os caracterizam como morte celular programada e os diferem da

necrose (Oppenheim, 1999).

Admite-se, atualmente, que a principal forma de morte celular natural seja por
apoptose (Bowen, 1993; Evans, 1993). Este evento de eliminacdo celular tem como
caracteristicas principais a perda do volume da célula, a condensacdo da cromatina, a
fragmentacdo organizada do DNA em oligonucleossomas, a manuten¢do da estrutura

das organelas e da membrana plasmatica até o seu rompimento e a fagocitose dos
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corpusculos apoptoticos por macréfagos e células vizinhas (Kerr, 2002 para revisao).
Outro aspecto predominante acerca da apoptose consiste na auséncia de resposta
inflamatoria no tecido, circunscrevendo a degeneragao as células afetadas (Bér, 1996,

para revisao).

A apoptose pode ser desencadeada pela sinalizacdo através de receptores de
membrana e/ou através de sinais de stress que acarretam respostas mitocondriais, a
execugdo do programa apoptotico através das caspases e a eliminacdo das células
afetadas sem nenhum dano ao micro-ambiente (Amarante-Mendes e Green, 1999). As
caspases podem ser classificadas em dois grupos: as iniciadoras da cascata de
sinalizacdo e as efetoras da resposta que agem nos substratos nucleares levando a

apoptose (Salvesen, 1999).

A ativagdo ou a supressao da apoptose sao regulados em parte pelos membros
da familia Bcl-2, proteinas encontradas em varias membranas citoplasmaticas
incluindo a membrana mitocondrial (Korsmeyer, 1999; Rathmell ¢ Thompson, 1999).
Alguns membros, dentre eles Bcl-2 e Bel-xL, protegem contra o estimulo apoptdtico e
parecem agir preservando a integridade da membrana mitocondrial e prevenindo a
liberag¢do de citocromo C no citoplasma. Outros membros da familia Bel-2, como Bax
e Bad, promovem a apoptose. Os niveis relativos de proteinas prd e anti-apoptdticas

desta familia sdo criticos em determinar a viabilidade da célula (Wurster et al., 2002).
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O processo necrotico, por sua vez, difere da apoptose por induzir uma
tumefacdo citoplasmatica e das organelas, sem mudangas nucleares. Essa tumefacao
leva a dissolugdo das organelas e ruptura da membrana plasmatica com extravasamento
do conteudo citoplasmatico, levando a uma resposta inflamatéria (Schwartzman e

Cidlowski, 1993, para revisao).

1.4- Morte Celular Natural e Neurotrofinas

Hamburger e Levi-Montalcini realizaram, no final dos anos 40, estudos
pioneiros da morte celular natural em embrides de pinto e descobriram uma molécula
capaz de regular a intensidade da degeneracdo neuronal. Esta molécula foi batizada de
Fator de Crescimento do Nervo, NGF (Levi-Montalcini ¢ Hamburger, 1951; Cohen et
al., 1954). Esta descoberta deu origem a teoria neurotrofica que sugere uma
competicdo dos neurdnios por substincias liberadas por suas células alvo em
quantidades limitadas (Oppenheim, 1991 para revisdo). No entanto, o controle da
sobrevivéncia neuronal ¢ mais complexo do que o originalmente sugerido (Raff et al.,
1993) e moléculas troficas provenientes de células aferentes também estariam

envolvidas no controle de populacdes neuronais (Araujo e Linden, 1993).
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A partir da descoberta do NGF, outras moléculas com atividade neurotréfica
foram identificadas e isoladas. Atualmente a familia das neurotrofinas em mamiferos
compreende, além do NGF, o BDNF — Fator neurotrofico derivado do cérebro (Barde,
1988 para revisdo), a NT-3 — neurotrofina 3 (Ernfors et al., 1990), a NT-4/5

(Berkemeier et al., 1991; Hallbook et al., 1991) e a NT-6 (Gartner et al., 2000).

Os mecanismos de sinalizagdo celular das neurotrofinas compreendem a
ativagdo de duas classes distintas de receptores: o receptor de baixa afinidade e os
receptores de alta afinidade. Ao receptor de baixa afinidade, denominado p75, ligam-se
todas as neurotrofinas e seu papel na sinalizagdo neurotrofica € controverso e intrigante
(Chao, 1994; Miller e Kaplan, 1998). Os receptores de alta afinidade fazem parte da
familia das Trks (tirosinas cinases) € a sua interacdo com as neurotrofinas ocorre da
seguinte maneira: NGF ativa TrkA, BDNF e NT4/5 ativam TrkB e NT-3 ativa TrkC.
No entanto, em situagdes singulares a NT-3 € capaz de ativar os receptores TrkA e

TrkB (Barbacid, 1994; Davis, 1994 a e b).

Os receptores Trks apresentam um dominio de ligacao extracelular, uma unica o
hélice transmembrana e um dominio intracelular com atividade tirosina cinase. A
ligacdao da neurotrofina ao dominio extracelular provoca a oligomerizagdo do receptor e
este rearranjo permite que os dominios de cinases proximas, na cadeia do receptor,
fosforilem um ao outro, num processo chamado de autofosforilagdo (Alberts et al.,

2004; Kaplan e Miller, 2000, para revisdo). A ativacao dos receptores Trks (Figura 4)
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inicia cascatas de sinalizacao incluindo vias intracelulares que impedem a degeneragao

e resultam na diferenciacao neuronal (Barbacid, 1994).

| = neurite
outgrowth

¢ survival

Figura 4- Esquema das vias de sinalizagdo do receptor de alta afinidade para neurotrofinas.

Kaplan e Miller, 2000.

Estudos recentes tém demonstrado que os receptores Trks podem ser
transativados por receptores acoplados a proteina-G (Ferguson, 2003). Este fendmeno
parece envolver autofosforilacdo e endocitose de Trk e parece recrutar tirosina cinases
citoplasmaticas (Prenzen et al., 1999). Resultados experimentais obtidos por Kotecha e

colaboradores (2002), sugerem que a transativagdo de receptores Trk pode contribuir
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ndo somente para a sobrevida e diferenciacdo neuronal, mas também pode modular

dinamicamente a transmissao sinaptica.

Em relacdo ao receptor de baixa afinidade, foi visto recentemente que o p75,
membro da superfamilia dos receptores para o fator de necrose tumoral, apresenta alta
afinidade pelo pro-NGF, que por sua vez possui pouca afinidade pelo TrkA. Ao se ligar
ao p75, o pro-NGF se torna um potente indutor de morte neuronal. Esse dado foi capaz
de mudar a compreensao da fisiologia das neurotrofinas e suas vias de sinalizagao

(Ibafiez, 2002).

1.5- Estudo da Morte Celular Natural

As células ganglionares da retina (CGR) de ratos tém sido utilizadas por
diferentes grupos de pesquisa como um modelo para o estudo da sobrevivéncia

neuronal ¢ de eventos ligados a morte celular natural in vitro.

Em 1982, McCaffery e colaboradores demonstraram que CGR de ratos albinos
mantidas in vitro apresentavam uma taxa de degeneragdo de 80% ap6s 24 horas. Os
estudos mostraram, ainda, que células ganglionares cultivadas na presenca de células
da regido diencefilica e mesencefilica tinham sua sobrevida aumentada apos as 24

horas in vitro, efeito ndo observado quando da presenga de células do cerebelo. Esses
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resultados levaram os autores a sugerir que o tecido alvo das células ganglionares
pudesse produzir, de forma especifica, moléculas tréficas importantes para o controle

da sobrevivéncia dessas células.

Usando moléculas purificadas, Johnson e colaboradores, em 1986, publicaram
um trabalho no qual demonstraram que o BDNF era capaz de manter a sobrevida de
CGR de ratos em cultura. Neste mesmo trabalho, os autores mostraram que o NGF nao
era capaz de aumentar a sobrevivéncia das células ganglionares. Baseados nestes
dados, os autores concluiram que o BDNF poderia ser a molécula trofica proveniente
das células alvo. Leibrock e colaboradores (em 1989) isolaram RNAm para o BDNF
do coliculo superior de ratos o que corrobora a existéncia desta molécula trofica em

areas alvo para as cé€lulas ganglionares da retina.

A participacdo das células de Miiller no controle da sobrevida das células
ganglionares foi inicialmente evidenciada por Raju e Bennett, em 1986. Esses autores
demonstraram que as células gliais sdo capazes de liberar fatores soliiveis que
aumentam a sobrevida das ganglionares. Os resultados obtidos mostraram, ainda, que
durante o desenvolvimento ocorre um periodo inicial onde os fatores troficos de células
de Miiller sdo mais eficientes do que os fatores obtidos do coliculo superior no
aumento da sobrevida das células ganglionares. Entretanto, a medida que o

desenvolvimento se processa esta dependéncia € invertida.
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A dependéncia por fatores troficos de células-alvo e de células de Miiller na
sobrevivéncia das células ganglionares foi melhor estudada no trabalho de Armson e
colaboradores em 1987. Esses autores sugeriram que durante o desenvolvimento as
cé¢lulas ganglionares da retina sdo dependentes de fatores troficos produzidos por

diferentes populagdes celulares.

A presenca de RNAm para neurotrofinas e seus receptores nas cé€lulas
ganglionares ja foi demonstrada em diferentes estagios do desenvolvimento e em
diferentes espécies (von Bartheld, 1998 para revisdo). RNAm para o NGF e para o seu
receptor de alta afinidade TrkA foram encontrados em CGR de ratos neonatos
(Zanellato et al.., 1993; Rickman e Brecha, 1995), assim como foi observada a
expressao de RNAm para o BDNF e seu receptor de alta afinidade TrkB em CGR de
ratos adultos e neonatos (Jelsma et al., 1993; Pérez e Caminos, 1995). A NT-4, por sua
vez, promove a sobrevida das cé€lulas ganglionares em ratos em desenvolvimento e
ratos adultos in vitro (Cohen et al., 1994; Ary-Pires et al., 1997), sendo capaz de
impedir a morte celular natural das células ganglionares (Cui e Harvey, 1994). Essa
neurotrofina compartilha com o BDNF o receptor de alta afinidade TrkB (Kaplan e
Miller, 2000 para revisao). RNAm para TrkC foi detectado na camada de células
ganglionares de ratos (Kittelerova et al., 1995), porém NT-3 ndao promove a sobrevida,
crescimento neuritico ou axonal das células ganglionares de mamiferos (Sawai et al.,

1996).
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Estudos das células ganglionares de mamiferos in vivo tém demonstrado que
NGF, BDNF e NT-4 retardam a morte apés lesdo (Carmignoto et al., 1989; Ehrlich et
al., 1990; Cui ¢ Harvey, 1994; Aguayo et al., 1996). Spalding e colaboradores em 2005
mostraram, em sua investigacao sobre o efeito neuroprotetor transitorio da NT-4/5, que
as CGR em desenvolvimento ndo alteram sua dependéncia trofica para outros fatores
de sobrevida apos injiria. A administragdo de neurotrofinas resulta, entretanto, em uma
‘down-regulation’ de receptores Trk-B, alterando a responsividade a longo prazo das

células ganglionares a esses fatores troficos.

1.6- Citocinas

As citocinas sdo moléculas de natureza polipeptidica, pequeno peso molecular,
secretadas por varios tipos celulares apos estimulagdo ou de maneira constitutiva
(Holtmann e Resch, 1995; Cavaillon, 1994; Korshing, 1993; Arai et al., 1990 para
revisdo). Atuam em receptores de alta afinidade presentes em populagdes celulares
distintas, em varios tecidos e o6rgaos, induzindo respostas complexas com efeitos de
curta e longa duragao (Wells e Devos, 1996; Rose-John e Heinrich, 1994; Heaney e

Golde, 1993 para revisao).

Esse nome genérico abrange varias classes de moléculas, destacando-se como as
mais representativas os Fatores de Crescimento, as Neurotrofinas, as Interleucinas, os

Interferons e outros fatores que sdo capazes de direcionar a diferenciacdo de uma
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determinada populagdo celular, tais como os Fatores Neuro-Hematopoiéticos

(Holtmann e Resch, 1995; Patterson, 1993).

A agdo pleiotropica das citocinas deu base a formulagdo de um conceito unico
denominado de Rede de Citocinas (Holtmann e Resch, 1995; Arai et al, 1990 para
revisdo), onde a redundancia das interagdes representa um dos mecanismos presentes

na atuagao destas moléculas em suas células-alvo.

Nos ultimos anos tem sido possivel observar a acdo de citocinas regulando a
atividade neuronal ao longo do desenvolvimento até a idade adulta (Korshing, 1993;
Ebendal, 1992 para revisdo). Células residentes no SNC podem sintetizar, secretar e
responder a citocinas inflamatorias, contribuindo ndo somente na resposta a lesdes ou
mudangas imunologicas, mas regulando seu proprio crescimento e potencial de
diferenciacdo (Sawada et al., 1995). A acdo de moléculas antes denominadas proprias
ao sistema imune em células pertencentes ao sistema nervoso, ou vice-versa, sugere

uma interagao e ou semelhancas funcionais entre esses dois sistemas.

Diversos estudos relacionados as acgdes das citocinas sobre o SNC abordam
aspectos referentes ao crescimento, a diferenciacdo e a sobrevivéncia neuronal.
Durante processos inflamatorios, células neuronais e gliais podem ser estimuladas por
citocinas produzidas e liberadas por células imunes (Rothwell et al., 1996). Neurdonios

¢ células gliais também s3o capazes de produzir citocinas promovendo assim
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sobrevivéncia neuronal e diferenciagdo, crescimento neuritico, sintese e liberagdo de
neurotransmissores, regulacdo hormonal e plasticidade neuronal (Hopkings e Rothwell,

1995; Patterson, 1993).

Microglia e astrocitos desempenham um papel crucial na Rede de Citocinas no
SNC, produzindo e respondendo a uma variedade de citocinas, dentre elas a
Interleucina-4. Sawada e colaboradores em 1995 mostraram, através do método de RT-
PCR, a expressdao de RNA mensageiro para receptores de IL-3 e IL-4 em microglia e

oligodendroécitos, em cultura do cérebro de camundongo neonato.

1.7- Interleucina-4

As interleucinas sdo glicoproteinas produzidas por linfécitos T e B, células do
estroma, macrofagos, fibroblastos ou por outros tipos celulares (Arai et al., 1990;
Locksley, 1991; Holtmann e Resch, 1995). Estao relacionadas com reagdes imunes e
inflamatorias, podendo ainda desempenhar papéis significativos como mediadores

quimicos entre células do sistema imune e entre estas e células de outros sistemas.

Células do SNC sdo capazes de sintetizar, secretar e responder a interleucinas
(Brodie et al., 1998; Lovett-Racke et al., 2000). Este fato nao apenas contribui para

a resposta imediata a lesdes e para o processo de resposta imunoldgica dentro do
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SNC, como também esta implicado na regulagao dos processos de desenvolvimento

e diferenciagdo das células presentes nesse sistema (Sawada et al., 1995).

A Interleucina-4 (IL-4) é uma citocina anti-inflamatoria, que foi inicialmente
descrita como um fator estimulante de células B (BSF-1) ou como fator-1 de
crescimento de células B (BCGF-1), tendo a sua agao relacionada a proliferagao dessas
células quando da co-estimulagdo por anticorpos anti-IgM (Farrar et al., 1983).
Atualmente, tem sido descrita como uma citocina de agdo pleiotropica sobre varias
populagdes celulares e pode atuar em varios estagios da diferenciagdo celular

(Banchereau et al., 1994; Duschl e Sebald, 1996).

A IL-4 promove a diferenciacdo de células T em células do tipo Th2 (Paul,
1991). Em linfécitos B, por sua vez, participa dos processos de ativagdo, proliferacdo e
diferenciacdo, promovendo a produgado de IgG1 e IgE (Coffman et al., 1986; Vitetta et
al., 1985). Além disso, tem sido mostrado que a IL-4 atua como fator de sobrevida
prevenindo a apoptose de diferentes tipos celulares, incluindo células T e B e

mastocitos (Foote et al., 1996; Zamorano, et al., 1996).

A IL-4 ¢ uma glicoproteina composta por 129 aminodcidos, normalmente

secretada por células T ativadas, mastocitos e basofilos. A sua estrutura molecular ¢

formada por 4 a-hélices orientadas de forma ‘up-up-down-down’ (LaPort et al., 2005)
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¢ duas longas algas terminais (Mueller et al., 2002), como observado na figura a seguir

(Figura 5).

Human interleukin-4 (short-chain 4-helix bundle)

Figura 5: Representagdo espacial da estrutura molecular da interleucina-4. Fonte:

www.mcld.co.uk/hiv. Acessado em: 05/2006.

As respostas induzidas pela IL-4 sdo mediadas por pelo menos dois tipos
diferentes de complexo receptor na superficie celular (IL-4-R I e II). O tipo I contém a
cadeia IL-4R-V, a subunidade que se liga com alta afinidade a molécula (Gallizi et al.,
1990; Keegan e Pierce, 1994) ¢ a cadeia comum (, a qual é compartilhada por outras

citocinas como, por exemplo, a IL-2, IL-7, IL-9, IL-15 (Takaeshita et al., 1992, para
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revisdo). O tipo II inclui a IL-4Ra e o receptor de baixa afinidade para IL-13 (IL-

13Ral) (Miloux et al., 1997).

1.7.1-Vias de sinaliza¢ao induzidas pela IL-4

Os receptores de citocinas estdo associados a uma classe de tirosina-cinases
citoplasmaticas denominadas Janus cinases (Jaks). Ao serem ativadas, as Jaks
fosforilam e ativam um grupo de proteinas reguladoras génicas chamadas STATSs
(transdutores de sinal e ativadores de transcricdo) que se deslocam para o nucleo e
estimulam a transcricado de genes especificos. A ligagdo da IL-4 ao seu receptor, por
sua vez, resulta na ativacdo da Janus tirosina cinases Jakl e Jak3 e de diversas

proteinas celulares incluindo STAT6 (Hou et al., 1994; Quelle et al., 1995).

STAT6 ¢ um fator de transcrigdo citoplasmatico latente, recrutado
especificamente para o receptor de 1L-4 e ativado por fosforilacdo apds a estimulagdo
por esta citocina. Os homodimeros de STAT6 ativados sdo capazes de se deslocar para
o nucleo onde podem influenciar a transcricao de genes responsivos a IL-4 (Wuster et

al., 2002).

Estudos realizados em linfocitos deficientes em STAT6 vém demonstrando sua
importancia na transdugdo do sinal induzido pela IL-4. Estas células sdo incapazes de

proliferar normalmente em resposta a esta citocina, sdo deficientes em ativar genes
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responsivos a IL-4 e ndo sdo capazes de induzir a diferenciagdo de linfocitos em Th2
(Shimoda et al., 1996; Takeda, 1996; Kaplan et al., 1996). Entretanto, STAT6 nao
parece estar envolvido nos efeitos anti-apoptoticos da IL-4 em células T ou em

linhagem de células mieldide (Vella, et al., 1997; Zamorano e Keegan, 1998).

Ao contrario do observado em linfocitos T, a sinalizagdo mediada por STAT6
esta envolvida na atividade anti-apoptotica da IL-4 em células B primarias induzidas a
morte pela retirada de fatores de crescimento ou ligacdo de Fas. Células B deficientes
em STAT6 perdem sua habilidade em maximizar a expressdo de Bel-xL em resposta a

estimulacdo pela IL-4 (Wurster et al., 2002).

Ao longo dos anos, tem sido mostrado que, em células T ativadas, a IL-4 ¢
capaz de induzir a ativagdo de um outro membro da familia STAT, a STATS. A
fosforilacdo de STATS e STAT3 estd relacionada a supressdo da apoptose em

diferentes populacdes celulares (Leonard e O’Shea, 1998).

Apesar do comprovado papel anti-apoptotico exercido pela IL-4 em diversos
tipos celulares, estudos recentes mostram um potente efeito apoptotico da IL-4 em
mastocitos e monocitos/macrofagos em desenvolvimento. Esse efeito ¢ dose-
dependente, necessita da presenca da interleucina nos primeiros 8 dias em cultura e

envolve danos mitocondriais e ativagao de STAT6 (Bailey et al., 2004).
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Um outro mediador de sinalizacdo ja bem caracterizado que se liga diretamente
ao receptor da IL-4 e ¢ rapidamente fosforilado em linfocitos ¢ o substrato do receptor
de insulina 2 (IRS-2) (Sun et al., 1995). Estudos in vitro de transfec¢do de receptores
de IL-4 mutantes em cé¢lulas mieloides sugerem que IRS-2 estd envolvido na regulagdo
de sinais mitogénicos e anti-apoptéticos da IL-4 (Zamorano et al., 1996; Ryan et al.,
1996). A ativagao de IRS-2 resulta no recrutamento e ativagao de fosfatidilinositol 3-
cinase e ativacdo de Akt, o que resultaria na protecao contra a apoptose (Zamorano et
al., 1996). Ao contrario do observado com a STAT®6, entretanto, células B purificadas
de camundongos deficientes em IRS-2 sdo eficientemente resgatadas da morte celular

pela IL-4 (Wurster et al., 2002).

Uma via de sinalizacdo adicional, induzida pela ativagdo do receptor da IL-4,
tem sido relacionada ao resgate de células mieloides da apoptose (Zamorano e Keegan,
1998). Essa via resulta de um diferente residuo de tirosina fosforilado no receptor da
IL-4 que ndo ¢ reconhecido por STAT6 ou IRS-2. Entretanto, a natureza dessa via

ainda nio foi definida.

Em linfocitos B humanos, a IL-4 também acarreta a hidrolise de inositol

lipideos e, apds certo retardo, promove a elevacdo dos niveis intracelulares de AMPc

(Finney, et al., 1990).
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Estudos usando agentes farmacoldgicos que mimetizam a expressdo génica
induzida por IL-4 em células B mostram que a ativacdo das vias de PKA e PKC sdo
necessarias para que ocorra a expressao de CD23 (Finney, et al., 1990) ou CD 25

(Mckay e Cushley, 1996).

Em células B tonsilares de humanos, o aumento dos niveis de AMPc ¢ a
ativacdo de PKA induzidos pela IL-4 atenuam a atividade de NRE-BP (proteina de
ligagdo do elemento de regulagdo negativa), aumentando a expressio de CD-25 e
conseqiientemente gerando o sitio de ligag@o de alta afinidade para IL-2 ( Mckay et al.,

2000).

A figura 6 ilustra as principais vias de sinalizacdo estimuladas pela ativacdo do

receptor pela IL-4.

39



JAKT I IRS-1/2
IRS-1/2 B

: IRS- T ppg

A she {

Pathway i &
! TW Anti-Apopiotic
/ ) DY Patﬁsfa

/ :

/ Growth

Figura 6: Ativacao do receptor para IL-4 leva a ativagdo de vias de sobrevida, proliferagdo e
diferenciagdo celular. Fonte: www.biocarta.com/pathfiles/il4pathways.asp. Acessado em:

05/2006

1.7.2- Cooperagdo entre IL-4 e outros sinais

As células, in vivo, estdo expostas a uma variedade de sinais que ocorrem
simultanecamente. Durante um processo inflamatorio, por exemplo, as respostas
celulares ocorrem como resultado de interagdo de uma variedade de moléculas de

superficie celular e citocinas secretadas. Nesse contexto, a IL-4, embora por si sé seja
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capaz de induzir respostas celulares, também coopera com outros sinais que regulam

respostas nas cé¢lulas, como LPS, TNF-a, IL-1 e CD-40 (Paul, 1991).

A estimulacgado celular com LPS, IL-1 ¢ membros da familia TNF ou a ativagao
de receptores de antigeno nos linfocitos sdo capazes de induzir a ativagao de NF-kB
(Baldwin, 1996; Ghosh et al., 1998) e atuam como sinais acessorios para as respostas
mediadas por IL-4. Proteinas NF-kB formam dimeros no citoplasma que encontram-se
ligados a IkB. Apos a estimulacdo, as proteinas kB sdo fosforiladas e degradadas,
permitindo a translocacdo dos complexos NF-kB para o nticleo (Baldwin, 1996; Ghosh

etal., 1998).

A participagdo da familia de fatores de transcrigdo NF-kB na regulagdo da
apoptose tem sido descrita extensamente (Beg e Baltmore, 1996; Wang et al., 1996).
Embora possa atuar como fator pro-apoptdtico, diversos genes anti-apoptoticos podem
ser regulados por NF-kB (Wang et al., 1998, Chu et al., 1997) em varios tipos celulares

e sistemas.

Embora tenha sido demonstrado que a IL-4 sozinha ndo ¢ capaz de ativar NF-
kB, varios estudos mostram que esta citocina pode modificar (aumentar ou inibir) a
ativacdo de NF-kB induzida por outros agentes (Clarke et al, 1995; Pindolia et al.,

1996).

41



Estudos realizados por Zamorano e colaboradores em 2001, mostram que a IL-4
aumenta a ativacdo de NF-«kB induzida por TNF-a em células 32D (célula parental
mieloide dependente de IL-3), levando ao aumento da prote¢ao contra apoptose. A
inibicdo farmacologica de NF-«xB, resulta na indug¢do da morte celular que ndo pode ser
inibida pela IL-4, sugerindo que a IL-4 coopera com NF-kB na prote¢do contra a
apoptose. A IL-4 também ¢ capaz de aumentar a ativagdo de NF-xB mediada por
anticorpos anti-CD3 em células T primarias e essa atividade NF-xB ¢ indispensével

para o efeito anti-apoptético da IL-4 (Zamorano et al., 2001)

1.7.3- Funcdes da IL-4 no Sistema Nervoso

Estudos t€ém demonstrado que a IL-4 exerce funcao anti-inflamatdria no cérebro,
inibindo a producao de citocinas pro-inflamatorias, como a IL-13 e o TNF-a (Lee et
al., 1995; Mori et al., 1995) e antagonizando os efeitos do IFN-y (Fiorentino et al.,
1991). Experimentos realizados in vivo mostram ainda que a IL-4 pode regular a
inflamagao cerebral induzindo a morte de microglia ativada e aumentando

conseqiientemente a sobrevida neuronal (Park et al., 2005).

Além disso, Mdssner e colaboradores em 2001 mostraram que a IL-4 ¢ capaz de

diminuir o numero de transportadores de serotonina (5-HTT) em linfocitos B
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imortalizados. Essas células representam um modelo pratico para o estudo do que
ocorre com neurdnios serotoninérgicos, visto que os efeitos do polimorfismo no
RNAm para 5-HTT e na proteina 5-HTT sdo semelhantes em células periféricas e no
cérebro humano. A ‘downregulation’ do 5-HTT reduz a quantidade de serotonina
disponivel para ser liberada nos sitios de inflamacdo. Como a serotonina faz parte da

cascata inflamatoria, a IL-4 exerce, entdo, uma agao anti-inflamatoria.

Citocinas associadas a células T-helper, como a IL-4 e o IFN-y sdo capazes de
induzir neurogénese e oligodendrogénese de células progenitoras neurais em
camundongos adultos. Microglia ativada por IL-4, por sua vez, tende a orientar-se para

oligodendrogénese (Butovsky et al., 2005).

A IL-4 aumenta o nimero de células positivas para GFAP em cultura (Araujo e
Cotman, 1993), diminui a proliferagdo em astrocitos de humanos (Estes et al., 1993,
Barna et al., 1995), e aumenta o efeito anti-proliferativo do TNF-a em uma linhagem
celular de glioblastoma (Iwasaki et al., 1993). Da mesma forma, induz um efeito
bifasico na proliferagao de células gliais C6, levando a um aumento da proliferacao
celular em baixas concentragdes e inibicdo em altas concentracdes. A inibicdo da
proliferagdo celular estd associada a diferenciacdo das células em um fenétipo de

astrocito (Brodie e Goldreich, 1994).
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A inducdo da sintese e secrecdo de NGF pela IL-4 também foi observada em
células astrogliais de ratos (Awatsuji et al., 1993), em células gliais C6 (Brodie e
Goldreich, 1994) e em astrocios corticais e cerebelares de camundongos (Brodie et al.,
1998). Estudos desenvolvidos, in vitro, mostraram ainda que a IL-4 atua inibindo a
liberagdo de agentes neurotoxicos, tais como o fator de necrose tumoral- a e o 6xido

nitrico (Chao et al., 1993).

A IL-4 é capaz de aumentar a sobrevida de neurdnios hipocampais de embrides
de ratos mantidos em cultura por 24 e¢ 72 horas, de forma dependente da concentragdao
utilizada (Araujo e Cotman, 1993). Da mesma forma, j& foi demonstrado que a IL-4
aumenta a sobrevida das células ganglionares da retina em cultura e que essa sobrevida
¢ mediada pela atividade colinérgica através da ativacdo de receptores muscarinicos do

tipo M1 e por células proliferantes em cultura (Sholl-Franco et al., 2001).

Reforgando a hipdtese de agente neuroprotetor, estudos recentes mostram que a
transfec¢do génica da IL-4 mediada por adenovirus (Ad.IL-4) aumenta a sobrevida das
c¢lulas ganglionares da retina, 14 dias apos a axotomia. Esse efeito ¢ observado tanto
na administracao intraocular do vetor como na sua injecao nos coliculos superiores. O
Ad.JL-4 também diminuiu a imunorreatividade a nitrotirosina, sugerindo que a 1L-4
protege as CGR da formagdo de peroxinitrito, que resulta da sintese de 6xido nitrico

por células gliais ativadas (Koeberle et al., 2004).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral:

P Investigar as vias de sinalizacao ativadas pela IL-4 capazes de aumentar a sobrevida

das CGR;

2.2. Objetivos especificos:

» Investigar o envolvimento de neurotrofinas no aumento de sobrevida das CGR

induzido pela IL-4;

» Avaliar o envolvimento de células gliais da retina (células de Miiller) no aumento

de sobrevida das células ganglionares (CGR) induzido pela IL-4.

45



3. MATERIAIS E METODOS

3.1- Materiais:

A Interleucina-4 recombinante humana (IL-4) e o BDNF sdo provenientes da
PEPROTECH (New Jersey, USA). A penicilina G, o sulfato de estreptomicina, L-
glutamina, a ornitina, a peroxidase € o BAPTA foram comprados da Sigma (St. Louis,
MO, USA). O Meio 199 foi comprado da Gibco (Gaithersburg, MD, USA) e a tripsina
da Worthington (Freehold, NJ. USA). A nifedipina foi obtida da RBI/Sigma (Natick,
MA, USA). A Brefeldina A, o PP1 e 0 K252a sdo provenientes da BIOMOL (Plymouth

Meeting, PA, USA). As placas de Petri foram compradas da TPP (Switzerland).

3.2- Animais Utilizados:

Em nossos experimentos utilizamos ratos neonatos da linhagem Lister Hooded,
de ambos os sexos, nas primeiras 72 horas apdés o nascimento (P0-P2). Os

procedimentos envolvendo animais seguem as normas da Sociedade de Neurociéncias.

3.3- Injecdo de Peroxidase para a Marcacdo das Células Ganglionares:

As células ganglionares da retina foram marcadas pelo transporte retrégrado de
peroxidase. Nas primeiras 24h apds o nascimento, os animais foram anestesiados por
hipotermia e foi feita uma incisdo na regido occiptal da cabega. A cartilagem foi
cortada com o auxilio de uma tesoura de microcirurgia e os coliculos foram expostos.

Ambos os coliculos superiores receberam injecdes de peroxidase (30% em DMSO
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2%). Ap6s um periodo de no minimo 16h, os animais foram sacrificados e foi iniciado

o procedimento para a obteng¢ao das culturas.

3.4- Protocolo para Cultura de Células Mistas:

Os animais foram sacrificados por decapitagdo e seus olhos foram removidos e
colocados em solucdo salina sem célcio e sem magnésio (CMF). A seguir, suas retinas
foram dissecadas e dissociadas enzimaticamente com tripsina 0,1% por
aproximadamente 30 minutos a 37°C. Logo depois, as células foram trituradas
mecanicamente com o auxilio de uma pipeta Pasteur de ponta afilada e plaqueadas em
laminulas de vidro tratadas previamente com 50 pg/mL de poli-L-ornitina, num
volume total de 2mL em meio de cultura completo (Meio 199, 5% de soro fetal bovino,

penicilina 100 U/mL, estreptomicina 100 pg/mL e glutamina 2mM).

As células permaneceram aderindo nas laminulas por um periodo de 4 horas na
estufa, a 37°C e 5% de CO,. A seguir, foram fixados os controles de 4 horas ¢ as

demais placas receberam os respectivos tratamentos.

3.4.1- Tratamento com IL-4 na Auséncia de Soro Fetal Bovino:

Realizamos a experiéncia utilizando o protocolo de maneira convencional e
deixamos as culturas aderindo por 6 horas. Apos este periodo, fixamos os controles de
6 horas, retiramos o meio que banhava as células das demais placas e as lavamos uma

vez com meio sem soro fetal bovino. Entdo, adicionamos as placas:
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a) meio sem soro,

b) meio sem soro com IL-4,

C) meio com SOro,

d) meio com soro e IL-4

3.4.2- Tratamento com IL-4 ¢ BDNF:

Processamos a cultura de maneira convencional. Apds 4 horas fixamos os
controles e adicionamos as células:

a) meio de cultura,
b) meio de cultura com BDNF,
c) meio de cultura com IL-4 - tratamento por 48 horas,

d) meio de cultura com IL-4 - tratamento por 24 horas. Apos este periodo
lavamos as placas uma vez com meio e adicionamos BDNF por mais 24

horas.

3.5- Protocolo para Cultura de Células Gliais:

Para obtengao de culturas de células de Miiller em laminulas de vidro, as células
da retina de ratos foram mantidas em cultura por um prazo de aproximadamente 30
dias. Apos este periodo, observa-se a formag¢do de uma monocamada confluente de

células gliais e a total auséncia de células neuronais. Apos ter sido obtida a confluéncia
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das células de Miiller, algumas laminulas foram tratadas por 48h com IL-4 na
concentracdo de 5 U/mL, e outras laminulas ndo receberam tratamento (laminulas
controle). Terminado este periodo, lavamos as culturas trés vezes com meio de cultura
completo e plaqueamos células da retina de animais recém nascidos sobre as células
gliais, estimuladas ou ndo por IL-4. Apds um periodo inicial de 4 horas, algumas
laminulas foram fixadas (controle 4h) e o numero de células ganglionares presentes
nessas laminulas foi considerado o nimero maximo de células ganglionares plaqueadas
(100%). As demais foram mantidas em estufa por 48 horas, apds esse periodo foram
fixadas e mantidas em tampao fosfato para posterior revelagdo da peroxidase. O
volume final de meio de cultura em todas as placas foi de 2mL e as culturas foram
mantidas em estufa a 37°C numa atmosfera de 5% de CO,. Um esquema simplificado

da cultura de células pode ser observado a seguir (Figura 7):
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Cultura de células da retina

l 30 dias

Monocamada de células de Miiller

.

N3do tratadas Tratadas
com [L-4 com IL-4
l 48h l 48h
cél.de Miller cél.de Miller

ndo tratadas e lavadas

_l’_
Células da retina/ CGR*
CT4 48h

laminulas
(100% de CGR) laminulas 48h

(sobrevida x)

tratadas e lavadas

+

Células da retina/ CGR*

CT4h 48h

laminulas
(100% de CGR) laminulas 48h

(sobrevida y)

Obs.: Buscamos verificar se y € igual, maior ou menor que X.

Figura 7- Fluxograma da cultura de células da retina. CGR* = C¢lulas ganglionares da retina

marcadas com peroxidase. CT= controle.
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Em uma segunda etapa, realizamos experimentos buscando verificar a
influéncia da Brefeldina A (30ng/mL), um inibidor da liberacdo vesicular de
polipeptideos, e do K252a (50nM), inibidor dos receptores de alta afinidade para as
neurotrofinas, nos resultados obtidos. As drogas foram adicionadas concomitantemente

com a [L-4 sobre as monocamadas de células gliais.

3.6- Fixacdo das Culturas para Revelacdo da Peroxidase:

As culturas foram fixadas em Karnovski (Paraformaldeido 1% e glutaraldeido
2%) por um periodo de 5 a 10 minutos. Em seguida, as células foram lavadas trés

vezes em tampao fosfato 0,1M, pH 7,2-7,4.

3.7- Revelacdo da Peroxidase:

A revelacdo da peroxidase foi realizada através de uma reacdo histoquimica
segundo o método de Mesulan (Mesulan, 1978). Foi utilizada a tetrametilbenzidina
(TMB) como cromogeno e o perdxido de hidrogénio como substrato. Apds a reagdo, as
laminulas foram desidratadas, banhadas em xilol e montadas em Entellan sobre

laminas histologicas.

A figura 8 ilustra CGRs marcadas com peroxidase, de acordo com o protocolo acima

descrito.
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Figura 8- Fotomicrografia da cultura de células da retina de rato montadas em laminulas
sobre laminas histologicas. A fotomicrografia foi feita em microscopia de campo claro, em
um aumento de 630X. As setas indicam células ganglionares marcadas com peroxidase.

Barra de calibragdo igual a 15um.

3.8- Avaliacdao do Numero de Células Ganglionares:

Utilizamos um método de contagem sistematica, em microscopico de campo
claro, com um aumento de 400X. Nossos resultados foram expressos em

porcentagens relativas ao controle de 4 ou 6 horas.
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4. RESULTADOS

Inicialmente, buscamos verificar se o soro fetal bovino adicionado ao meio de
cultura influencia no aumento de sobrevida das CGR induzido pela IL-4 (5 U/mL).
Dados anteriores do laboratorio mostram que o tratamento de culturas de células da
retina com IL-4 por um periodo de 48 horas na presenca do soro fetal bovino ¢ capaz
de aumentar em 100% a sobrevida das CGR. E sabido que o soro fetal bovino
apresenta diferentes citocinas que poderiam agir de forma cooperativa potenciando o
efeito da IL-4. Ao plaquearmos as células em meio 199 sem soro observamos,
entretanto, que nao houve bloqueio do efeito da IL-4 indicando ser a IL-4 um estimulo

suficiente para regular a sobrevida desta populacao neuronal (Figura 9).
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Figura 9- Efeito do soro fetal bovino no aumento de sobrevida das CGR induzido pela
Interleucina-4 (5U/mL). CT= controle, IL-4= Interleucina-4, s/ = sem soro. Os dados estdo
representados como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado
ao controle de 6 horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001

comparado ao controle de 48 horas.

Posteriormente, tratamos as culturas com IL-4 (5U/mL) por um periodo de 24
horas com o intuito de avaliar se era necessario manter a citocina durante todo o tempo
em cultura. Observamos que quando a IL-4 esteve presente por apenas 24h o seu efeito

trofico foi totalmente perdido (Figura 10).
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Figura 10- Um pulso de IL-4 (5U/mL) nao ¢ capaz de aumentar a sobrevida das CGR. CT=
controle, CT lav.= controle da lavagem, IL-4= Interleucina-4. Os dados estdo representados
como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado ao controle de 4
horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001 comparado ao

controle de 48 horas.

Buscando analisar a influéncia dos canais de célcio do tipo L no efeito da IL-4
utilizamos um inibidor destes canais, a nifedipina (5uM). O tratamento com nifedipina
inibiu 0 aumento de sobrevida das CGR mediado pela IL-4, como evidenciado na

figura 11.
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Figura 11- Efeito da nifedipina (5uM) no aumento de sobrevida das CGR induzido pela IL-4
(5U/mL). CT= controle, IL-4= Interleucina-4, Nif= nifedipina, um bloqueador de canais de
calcio do tipo L. Os dados estdo representados como percentagem da sobrevida das células
ganglionares da retina comparado ao controle de 4 horas que representa 100% das células

ganglionares plaqueadas. P<0.001 comparado ao controle de 48 horas.

Dados do laboratorio sugerem o envolvimento de atividade tirosina cinase no
aumento de sobrevida das CGR induzido pela IL-4. Para investigar o envolvimento de
Src, familia de tirosina cinases citoplasmaticas, no efeito da IL-4, utilizamos um
inibidor dessas proteinas, o PP1 (1mM). Observamos, entdo, que a IL-4 continua
aumentando a sobrevida das CGR mesmo na presenga da droga. Este resultado indica o

nao envolvimento destas enzimas neste fendmeno (figura 12).
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Figura 12- Efeito do PP1 (ImM) no aumento de sobrevida das CGR induzido pela IL-4
(5U/mL). CT= controle, IL-4= Interleucina-4, PP1= inibidor de Src. Os dados estao
representados como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado
ao controle de 4 horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<«0.001

comparado ao controle de 48 horas.

Por outro lado, ao tratarmos as culturas com o K252a (50nM), inibidor dos
receptores de alta afinidade para neurotrofinas — receptores Trk- que apresentam
atividade tirosina cinase, observamos um bloqueio completo do efeito da IL-4 (figura

13).
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Figura 13- Efeito do K252a (50nM) no aumento de sobrevida das CGR induzido pela IL-4
(5U/mL). CT= controle, IL-4= Interleucina-4, K252a= inibidor de receptores Trk. Os dados
estdo representados como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina
comparado ao controle de 4 horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas.

P<0.001 comparado ao controle de 48 horas.

Uma vez evidenciado o envolvimento de neurotrofinas no aumento de sobrevida
induzido pela IL-4 e baseados em estudos anteriores do laboratdério que mostram
aumento de sobrevida mediado por BDNF, administramos IL-4 e BDNF em subdoses
(0,5 U/mL e 10ng/mL, respectivamente) ¢ verificamos uma somagdo dos efeitos e

resgate das CGR (Figura 14).
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Figura 14- Efeito sinérgico da IL-4 (0,5 U/mL) e do BDNF (10ng/mL). CT= controle, IL-4=
Interleucina-4, BDNF= Fator neurotrofico derivado do cérebro, BDNF/IL-4= BDNF e IL-4
em subdoses (10ng/mL e 0,5 U/mL, respectivamente). Os dados estdo representados como
percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado ao controle de 4 horas
que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001 comparado ao controle de

48 horas.

Acreditamos que o BDNF seja o mediador final do efeito protetor da IL-4,
agindo em receptores nas CGR e aumentando a sua sobrevida. Para confirmar essa
hipdtese, tratamos as células com inibidores de etapas iniciais dos eventos de
sinalizagdo, o BAPTA (20uM) e a Brefeldina A (30ng/mL), um quelante de calcio
intracelular e um inibidor da liberagdo vesicular de polipeptideos, respectivamente.

Dados anteriores do laboratorio mostram que essas drogas foram capazes de bloquear
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completamente o efeito da IL-4 no aumento de sobrevida das CGR. As figuras 15 ¢ 16
mostram que, na presenga das drogas, entretanto, ndo ha um bloqueio no efeito do

BDNF (50 ng/mL) na sobrevida das CGR.

120

100+

(o0}
o
|

Sobrevida das CGR
(% do controle)
5 3

N
o
|

CT 4h CT 48h BDNF BAPTA BDNF/B

Figura 15- Efeito do BAPTA (20uM) no aumento de sobrevida das CGR induzido pelo
BDNF (50ng/mL). CT= controle, BDNF= Fator neurotréfico derivado do cérebro, BAPTA=
quelante de calcio intracelular, BDNF/B= BDNF e BAPTA. Os dados estdo representados
como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado ao controle de 4
horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001 comparado ao

controle de 48 horas.
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Figura 16- Efeito da Brefeldina A (30ng/mL) no aumento de sobrevida das CGR induzido
pelo BDNF (50ng/mL). CT= controle, BDNF= Fator neurotréfico derivado do cérebro, BFA=
Brefeldina A, um inibidor da liberacdo vesicular de polipeptideos . Os dados estdo
representados como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado
ao controle de 4 horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<«0.001

comparado ao controle de 48 horas.

A seguir, tratamos culturas previamente estimuladas com IL-4 por 24 horas com
BDNF (50ng/mL) por igual periodo e observamos que ndao houve aumento de
sobrevida das CGR. O BDNF, portanto, ndo foi capaz de resgatar as CGR da morte
quando administrado nas 24 horas subseqiientes ao tratamento com IL-4 por curto

periodo (Figura 17).
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Figura 17- Efeito temporal dos tratamentos com IL-4 (5 U/mL) e BDNF (50ng/mL). CT=
controle, IL-4= Interleucina-4, BDNF= Fator neurotréfico derivado do cérebro, 1L-4/24=
tratamento com IL-4 por 24h, IL-4/B= culturas previamente estimuladas por IL-4 por 24h e
posteriormente tratadas com BDNF por igual periodo. Os dados estdo representados como
percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado ao controle de 4 horas

que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001 comparado ao controle de

48 horas.

Em uma outra etapa de experimentos, buscamos analisar o envolvimento de
células gliais da retina (células de Miiller) no efeito da IL-4 na sobrevida das células
ganglionares. Inicialmente verificamos se as células de Miiller estimuladas pela
Interleucina-4 seriam capazes de influenciar a sobrevida das CGR. A Figura 18 mostra
que quando CGR sdo plaqueadas sobre monocamadas gliais ndo tratadas com IL-4

ocorre uma redugdo de aproximadamente 50% nesta populacao neuronal em relagao ao
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controle de 4h. Entretanto, o plaqueamento de CGR sobre monocamadas de células de
Miiller previamente tratadas com 5 U/ml de IL-4 foi capaz de induzir um aumento de

aproximadamente 90% na sobrevida das CGR.
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Figura 18 — Influéncia das células de Miiller estimuladas com IL-4 (5U/mL) na sobrevida de
células ganglionares da retina. CT=controle, IL-4= Interleucina-4. Os dados estdo
representados como percentagem da sobrevida das células ganglionares da retina comparado
ao controle de 4 horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001

comparado ao controle de 48 horas.

Posteriormente, avaliamos se a Brefeldina A (BFA), um inibidor da liberagao
vesicular de polipeptidios, era capaz de bloquear o efeito na sobrevida mediado por

c¢lulas de Miiller estimuladas com IL-4. A figura 19 mostra que células gliais tratadas
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com IL-4, na presenca de BFA (30ng/mL) perdiam a capacidade de aumentar a

sobrevida das CGR.
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Figura 19 — Efeito da Brefeldina A (30ng/mL) no aumento de sobrevida das CGR mediado
por células de Miiller estimuladas com IL-4 (5U/mL). CT= controle, IL-4= Interleucina-4,
BFA= Brefeldina A, um inibidor da liberacdo vesicular de polipeptideos. Os dados estdo
representados como percentagem da sobrevida das células ganglonares da retina comparado ao
controle de 4 horas que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001

comparado ao controle de 48 horas.

Buscando avaliar a participacdo de neurotrofinas no efeito observado, tratamos
as culturas com K252a (50nM), um inibidor de receptores de alta afinidade para as
neurotrofinas (Trk). Esse inibidor aboliu completamente o efeito de células gliais
tratadas com IL-4 no aumento da sobrevida de CGR, ou seja, foi capaz de bloquear o

efeito na sobrevida mediado por células de Miiller estimuladas com IL-4 (Figura 20).
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Figura 20 — Efeito do K252a (50nM) no aumento de sobrevida das CGR mediado por células
de Miiller estimuladas com IL-4 (5U/mL). CT= controle, IL-4= Interleucina-4, K252a=
inibidor de receptores de alta afinidade para neurotrofinas. Os dados estdo representados como
percentagem da sobrevida das células ganglonares da retina comparado ao controle de 4 horas

que representa 100% das células ganglionares plaqueadas. P<0.001 comparado ao controle de

48 horas.
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5. DISCUSSAO

Além de desempenhar um importante papel na regulagdo do sistema imune, a
IL-4 ¢ capaz de agir no SNC, influenciando eventos de proliferacdao (Barna et al., 1995;
Estes et al., 1993) e diferenciacdo celular (Brodie e Goldreich, 1994), sobrevida
neuronal (Araujo e Cotman, 1993; Sholl-Franco et al., 2001), ramificacdo ¢
modificagdo do fendtipo glial (Wirjatijasa et al., 2002), dentre outros. Desta maneira,
os estudos sobre seus efeitos durante o desenvolvimento do sistema nervoso

contribuem de forma significativa para o conhecimento deste processo.

J& foi mostrado que a IL-4 desempenha um importante papel neuroprotetor no
sistema nervoso. Esta citocina induz um aumento dose-dependente da sobrevida de
neurdnios hipocampais de embrides de ratos em cultura (Araujo e Cotman, 1993).
Estudos recentes mostram ainda que a transfeccdo génica da IL-4 mediada por
adenovirus (Ad.IL-4) aumenta a sobrevida das células ganglionares da retina apos a

axotomia (Koeberle et al., 2004).

Dados anteriores do laboratério mostram que o tratamento de culturas de células
da retina com IL-4 por 48 horas € capaz de aumentar a sobrevida das CGR. Esse efeito
¢ dose-dependente e envolve a ativagdo de receptores muscarinicos M1 e receptores

SHT-4 para serotonina. Nesses experimentos, as células foram plaqueadas em meio
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199 com soro fetal bovino, o qual poderia estar influenciando nos resultados obtidos
uma vez que contém diversas citocinas. Para investigar se o efeito da IL-4 ocorria
mesmo na auséncia de soro fetal bovino realizamos experiéncias em que as células
foram mantidas em meio de cultura com IL-4, na presenca ou na auséncia de soro fetal
bovino. Nossos dados, demonstraram que a presenca de IL-4 ¢ suficiente para
aumentar a sobrevida das CGR (Figura 9). Esse resultado indica que a IL-4 ¢ capaz de
regular eventos nas culturas de células da retina que levam ao aumento da sobrevida
das células ganglionares independente da adi¢do de citocinas presentes no soro fetal

bovino.

Nossos resultados demonstram o envolvimento dos canais de calcio voltagem
dependentes do tipo L no efeito da IL-4. Dados do nosso laboratério indicam que o
efeito da IL-4 depende da atividade serotoninérgica bem como da atividade
colinérgica. Dados da literatura demonstram que as cé€lulas colinérgicas da retina nao
expressam os canais do tipo L (Xu et al., 2002). Isso nos leva a supor que estes canais
estejam presentes nas células serotoninérgicas e estejam envolvidos com a liberagao de
serotonina. Estudos futuros serdao necessarios para analisar a possibilidade destes canais
estarem presentes nas células serotoninérgicas e estarem envolvidos com a liberagao

deste neurotransmissor.

Proteinas que apresentam atividade tirosina cinase sdo capazes de desencadear a

ativacao de vias de sobrevida celular. Ao investigarmos o envolvimento de algumas

67



dessas proteinas no efeito da IL-4, observamos que as proteinas da familia Src ndo
participam do aumento de sobrevida induzido por esta citocina (Figura 12). O bloqueio
do efeito da IL-4 ao administrarmos o K252a (Figura 13), entretanto, evidencia a
dependéncia da ativacdo de receptores Trk em alguma etapa da via de sinalizacdo que
acarreta a sobrevida das CGR. A IL-4 pode estar induzindo um aumento na liberagdao
de neurotrofinas e/ou aumentando a expressdo desses receptores na superficie celular.
Futuramente avaliaremos se o tratamento com IL-4 induz um aumento na liberagao de

neurotrofinas ou um aumento na expressao dos receptores Trk.

Ao longo dos anos tem sido mostrado que o BDNF e seu receptor de alta
afinidade, o TrkB, desempenham um importante papel na neuroprotecao de células
ganglionares da retina. Dados da literatura demonstram que a administracdo exogena
de BDNF promove a sobrevida e previne a morte ap6s axotomia de CGR tanto in vivo
(Mansour-Robaey et al., 1994; Peinado-Ramoén et al., 1996) como in vitro (Johnson et
al., 1986; Thanos et al., 1989). Estudos recentes mostram ainda que tanto o BDNF
quanto o TrkB encontram-se presentes na camada de CGRs, como evidenciado através
de métodos de analise dos niveis de RNAm (Qiao et al., 1994; Jelsma et al., 1993) e
dos niveis de sintese protéica (Vecino et al., 1998). Vecino et al. (2002), por sua vez,
ao utilizarem técnica de imunohistoquimica e marcacao retrograda de CGR de ratos,

observaram a co-expressao do BDNF e do TrkB nesse tipo celular.
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Resultados anteriores do laboratério também demonstram um aumento de
sobrevida das CGR induzido pelo BDNF. Esse efeito depende da concentragao
utilizada, sendo obtido efeito maximo na dose de S0ng/mL. Ao utilizarmos o BDNF ¢ a
IL-4 em subdoses, houve uma somacao dos efeitos e conseqiiente resgate das CGR da
morte (Figura 14). Esses dados sugerem que o BDNF e a IL-4 compartilhem uma

mesma via de sinalizagao intracelular.

A nossa hipotese experimental aventa a possibilidade da IL-4 levar a uma série
de eventos nas células em nossas culturas que culminariam com a liberagdo de BDNF e
conseqiiente aumento na sobrevida das células. Se nossa hipodtese estivesse correta ao
adicionarmos BDNF as nossas culturas, drogas que foram capazes de inibir o efeito da
IL-4, como o BAPTA e a BFA, nao deveriam influenciar o efeito desta neurotrofina.
Nossos resultados demonstram que o tratamento das culturas com BAPTA e BFA nao
bloqueou o efeito do BDNF (Figural5 e Figural6). Esses resultados, apesar de

preliminares, corroboram a nossa hipotese.

Dados da literatura mostram que as células gliais sdo capazes de modular a
sobrevida de neurOnios. Uma série de mutagdes em genes gliais, que inicialmente
causam um mal funcionamento da glia, freqlientemente acarretam anormalidades
axonais ¢ morte neuronal, evidenciando a dependéncia dos neur6nios em relagdo a

essas células (Jessen, 2004).
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Experimentos anteriores realizados em nosso laboratorio demonstraram que o
aumento de sobrevida das CGRs induzido pela IL-4 era bloqueado pelo tratamento das
culturas com fluodeoxiuridina (Fdur), um inibidor de proliferagdo celular. Como o
principal tipo celular com capacidade de proliferacdo em nossas culturas sdo as células
gliais, optamos por investigar se estas células de alguma forma influenciam o efeito da

IL-4.

Nossos resultados, por sua vez, mostram que o tratamento de células de Miiller
com IL-4 as tornam capazes de prevenir as CGR da morte na auséncia desta citocina
(Figura 18). Este dado nos indica que as células gliais respondem ao tratamento com a
IL-4 e a partir deste tratamento induzem direta ou indiretamente o aumento na

sobrevida das células ganglionares.

Ao tratarmos nossas culturas com Brefeldina A, observamos que as células
gliais perdiam a sua capacidade de aumentar a sobrevida das CGR (Figura 19). Este
resultado sugere que a IL-4 induz a liberacdo de algum polipeptideo ou a exposicao de
algum receptor de membrana responsavel pelo aumento de sobrevida das células

ganglionares.

Dados da literatura mostram que as CGR competem por quantidades limitadas
de fatores troficos para a sua sobrevivéncia (Oppenheim, 1991). As células gliais, por

sua vez, sdo capazes de liberar moléculas troficas indispensaveis a sobrevida dos
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neurénios. Em camundongos, a perda de células gliais (células de Schwann) ¢
acompanhada da morte de grande niimero de neurdnios motores e neurdnios do ganglio
da raiz dorsal, sugerindo que estas células dependem de sinais de sobrevida enviados

pela glia (Jessen, 2004).

A inibig¢do dos receptores Trk presentes nas células de Miiller (Oku et al., 2002),
obtida através do tratamento com K252a concomitantemente ao tratamento com a IL-4,
acarretou o bloqueio do efeito da IL-4 (Figura 20), mostrando o envolvimento de

neurotrofinas no aumento de sobrevida das CGR induzido por esta citocina.

Nossos resultados sugerem, portanto, que a IL-4, a partir da ativacdo de seus
receptores nas células de Miiller, possa estimular a liberacdo de moléculas ou a
expressao de receptores por estas células. Pode estar ocorrendo um efeito autocrino de
neurotrofinas nas células gliais ou um aumento da responsividade destas células as
moléculas troficas. Acreditamos que as células gliais modificadas pela IL-4 liberem
moléculas tréficas que, por sua vez, atuem nas CGR aumentando a sua sobrevida e que
provavelmente o fator envolvido seja o BDNF. A Figura 21 representa um modelo
hipotético do mecanismo responsavel pelo aumento de sobrevida das CGR induzido

por células de Miiller estimuladas com IL-4.
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Figura 21- Ilustracdo do efeito da IL-4 nas células gliais e aumento da sobrevida das células
ganglionares da retina. IL-4= Interleucina-4, NGF= Fator de crescimento do nervo, BDNF=

Fator neurotrofico derivado do cérebro, CGR= células ganglionares da retina.
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6. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

» O soro fetal bovino presente em nossas culturas nao influencia no aumento de

sobrevida das CGR induzido pela IL-4.

» O tratamento das culturas com IL-4 por 24 horas ndo ¢ suficiente para aumentar a

sobrevida das CGR.

» Hé envolvimento de canais de calcio voltagem dependentes do tipo L no efeito da

IL-4.

» Proteinas tirosina cinase da familia das Src ndo estdo envolvidas no efeito da IL-4.

» O efeito da IL-4 depende da ativacdo de receptores de alta afinidade para

neurotrofinas.

» O tratamento com [L-4 ¢ BDNF em subdoses induz uma soma dos efeitos e

aumento de sobrevida das CGR, evidenciando um compartilhamento de uma via de

sinalizagdo comum.
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» O BDNF encontra-se ‘downstream’ na via de sinalizagdo, uma vez que o BAPTA e

a BFA ndo bloqueiam o aumento de sobrevida mediado por essa neutrofina.

» O tratamento com BDNF nas 24 horas subseqiientes ao tratamento com IL-4 por

igual periodo ndo ¢ capaz de aumentar a sobrevida das CGR.

» O efeito da IL-4 no aumento de sobrevida das CGR ¢ mediado por células de

Miiller.

» A IL-4 pode estar induzindo um efeito autdcrino de neurotrofinas nas células gliais

ou aumentando a responsividade dessas células as neurotrofinas.
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7. PERSPECTIVAS FUTURAS

» Continuar investigando as vias de sinalizagdo estimuladas pela IL-4 para aumentar a

sobrevida das células ganglionares de retina.

» Analisar os niveis de IL-4 na cultura e no tecido retiniano ao longo do

desenvolvimento, através da técnica de Western Blotting.

» Analisar o efeito do meio condicionado de células gliais estimuladas ou nao com

IL-4 na sobrevida das CGR.

» Analisar os niveis de BDNF no sobrenadante das culturas de células da retina.

P Analisar se o tratamento com a [L-4 induz um aumento dos niveis de BDNF em culturas de

células de Miiller e se este possivel efeito ocorre em fungdo do desenvolvimento do tecido.
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